














DIFFERENCES IN DISEASE SYMPTOMS BETWEEN JAPANESE AND EUROPEAN ISOLATES OF  








The accumulations of viral RNA and siRNA in dark green and yellow tissues of mosaic leaves of 
Nicotiana benthamiana inoculated with a Japanese isolate (HM) or a European isolate (PSI4) of the plum 
pox virus strain M were compared. The accumulation of viral RNA was suppressed in the dark green tissue, 
but the accumulation of siRNA was higher, similarly in both strains. When the proportion of dark green 
areas in the five systemic leaf positions from the 9th to the 13th leaf of N. benthamiana was compared 
between the strains, the result was significantly higher in HM at all leaf positions, reaching 100% in the 
13th leaf. Comparison of the amino acid sequence of the RNA silencing suppressor domain in the two 
strains showed differences in two residues upstream of N' terminus of the FRNK motif in that.  






解産物の 20〜24 塩基程度の siRNA が産生される。植物に
おいては病害防御機構としての性質を持つ。2009 年に国
内で初発生が確認されたウメ輪紋ウイルス（Plum pox 
virus: PPV）の宿主植物でもこの RS は発動しており、ウ
イルスはそれを抑制する RNA サイレンシングサプレッ
サー（RSS）機能を HC-pro（helper component proteinase）
タンパク質に保有している。一般的に、植物ウイルスの感













した欧州株(PSI4)で、何れも M 系統である。PSI4 は、Garcia
博士（スペイン）から感染性 cDNA クローン（pIC-PPV 
PSI4）として入手した。欧州株を接種した Nicotiana 
benthamiana の上位葉に現れたモザイク症状を図 1 に示し
た。HM または PSI4 は、播種 25 日後の N. benthamiana 第
4 本葉にそれぞれ機械接種し、後述する q-PCR 法により
同程度の Ct 値を示した上位葉を実験に供試した。接種後














図 1．PPV-M 系統 PSI4 の接種 4 週間後の Nicotiana 
benthamiana 上位葉に現れたモザイク病徴（左：第 9
本葉 右：第 12 本葉） 
（2）q-PCR 法を用いたウイルス RNA 蓄積量の比較  
接種 4 週間後、モザイク症状を呈している第 10 本葉の
濃緑部と退緑部を対象に、PPV-M 系統特異的プライマー
を用いて q-PCR 法を行った（Capote et al., 2009）。18srRNA
を内部標準遺伝子としてΔΔCt 法でウイルス RNA の蓄







接種 6 週間後の第 10 本葉をカミソリで濃緑部と退緑部
に切り分けそれぞれ ISOGENⅡ（ニッポンジーン社）を用
いてそのプロトコールに従って低分子 RNA を抽出した
（Chomczynski, P et al., 2006）。抽出した低分子 RNA の 2
μg を変性アクリルアミドゲルで電気泳動し、siRNA を分
離した。それをメンブレンに転写し、PPV-M 系統特異的
プローブを用いた DIG System により siRNA を検出した
（Goto K et al.,2003）。実験は同様の条件で 3 回行った。
PPV-M 系統特異的プローブは PPV-M 系統の 5’末端非翻
訳領域から P1 領域にかかる領域（1－960nt）を用いた。 
 
（4）HM と PSI4 のモザイク症状の量的比較 
N. benthamiana5 株の接種 6 週間後、モザイク症状が明
瞭に表れている第 9 本葉～第 12 本葉の写真を撮影した。













（2）第 10 本葉における siRNA 蓄積量の比較 
 ノーザンブロット法によりPPV-M感染上位葉内に蓄積
された siRNA 量を解析した。HM 退緑部の siRNA 量を

























































Forw ard（F）5'-T C C A G T G A T A C A A C C T G C A C -3'
Reverse（R） 5'-G C G T C T T C A T T T C C A T A A A C T C C -3'
P robe 5'-/56-F A M /T T C A C T C C A /Z E N /G C A A C A A C T C A G C C T /3IA B kF Q /-3'
Forw ard（F）5'-G G A T C G G A G T A A T G A T T A A C A G G -3'
Reverse（R） 5'-C T T T C G C A G T T G T T C G T C T T T C -3'
P robe 5'-/5C y5/T C A C C T C T G A C T A T G A A A T A C G A A T G C C C /3IA bR Q S p/-3'
P P V -M  C P
18srR N A




蓄積量を表す。Bar は標準誤差を示す。値は 5 株×3 回
の平均値を示す。 
図 3. HM と PSI4 の感染 Nicotiana benthamiana の上位
葉で検出された siRNA の蓄積量とその数量的比較 
A：植物内在性 non-coding RNA 
    B：PPV-M 系統由来の siRNA 
     C：HM 退緑部の siRNA 量に対する相対比   
①  ②  ③  ④ 
A. 
B. 
①退緑 ➁濃緑 ③退緑 ④濃緑
100 244 0 184











（3）HM と PSI4 のモザイク症状の量的差異 
 各分離株の接種植物の上位葉に現れたモザイクパター
ンを画像解析し、退緑部と濃緑部の割合を比較した。その
結果、HM および PSI4 ともに葉位が高くなるにつれ葉の
総面積に占める濃緑部の割合が高くなることが分かった
(図 4)。HM と PSI4 を比較すると、HM の方が濃緑部の占
める割合が高く、第 13 本葉ではほぼ 100％に達した。 
一方 PS14 の濃緑部は、第 13 本葉で 60％程度までしか広












の RSS が優位に働き、植物側の RS を抑え込んだ結果と
考えられた。これらのことから、PPV-M 系統が感染した
N. benthamiana で現れるモザイク症状の発現は RS の反応
と連動する現象であることが改めて確認された。 




と RS 機能が強化され、ウイルス RNA の複製を強く抑制
するようになったと考えられた。これらの結果は、ToMV
を用いた先行研究の結果と一致していたことから、普遍
的な現象であると推察された（Hirai et al., 2008）。 
 僅かに発病程度の異なるHMと PSI4 の分離株間の比較
では、siRNA の蓄積や濃緑部の面積の違いから、PS14 の
RSS 活性が比較的に高い傾向を示した。これまでに、PPV
が属する potyvirus では RSS の活性中心として HC-pro 領














FRNK motif はウイルス RNA の分解産物である siRNA と
直接結合することで RS 活性を抑制している。HM も PS14
もこの motif を保有しているが、活性中心近傍 2 か所のア
ミノ酸残基（465 および 482 番目）が違うことから(図 5)、
この差異が活性に影響を及ぼす可能性が推察された
（Bao et al., 2020）。 
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図 5．HM と PS14 の HC-pro 領域内にある FRNK motif と
その近傍のアミノ酸配列の比較 
遺伝子
アミノ酸 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477
H M D H L A R L A R Y Q K N I
P SI4 N H L A R L A R Y Q K N I
遺伝子
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H C -pro
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